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Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Fakior V-Konzentrats aus humanem Blutplas-
ma oder einer Fraktion aus Blutplasma, die ein Antikoagulans enthalten.

Zu dem biologischen Phanomen der Blutstillung tragen die GefaBe, die Blutplatichen und plasmatische
Faktoren bei. Der primidre WundverschluB entsteht durch das synergistische Zusammenwirken von Gefafen
und Blutpldttchen, die zu dem sogenannten primdren WundverschluB flihren, der dann durch die plasmati-
sche Gerinnung, die zur Bildung von Fibrin flhrt, verfestigt wird. Die Blutpldttchen bilden die Reaktionsober-
flache flir den Ablauf der plasmatischen Gerinnung, an der 13 plasmatische Faktoren, die Inhibitoren nicht
eingerechnet, teilhaben. Bei diesen plasmatischen Faktoren handelt es sich um Proteine, vorwiegend
Glykoproteine, die ihrer Wirkung nach vorwiegend Serin-Proteasen sind. Diese zirkulieren in Form inaktiver
Vorstufen im Blut und werden auf Reize hin, wie sie eine Verletzung darstellen, aktiviert. Die Aktivierung
erfolgt nach dem Prinzip einer limitierten Proteolyse, wobei der in der Gerinnungskaskade vorausgehende
Faktor den jeweils auf ihn folgenden nach dem Prinzip einer Enzym-Substrat-Reaktion aktiviert. Essentiell
flr die Aktivierung sind Phospholipide, wie sie in Form eines Gemisches, dem sogenannten Plattchenfaktor
3 (PF 3), in den Pldtichen gefunden werden, und Calciumionen. Daneben sind sogenannte Akzeleratoren
von Bedeutung, Proteine, die den Ablauf der Gerinnung zu beschleunigen vermdgen. Zu den Akzeleratoren,
die in Verbindung mit Phospholipiden und Calcium wirken, indem sie sogenannte Aktivierungskomplexe
bilden, gehdren die Faktoren V und VIII (F V und F VIII).

F V ist ein g8-Globulin mit einem Molekulargewicht von 330.000 Dalton, das iUber eine limitierte
Proteolyse von Thrombin aktiviert und durch Protein C, inaktiviert wird. Dabei entstehen spezifische
Aktivierungspeptide.

Die Wirkung von F V als Akzelerator ist darauf zurlickzufiihren, daB es die Wechselwirkung zwischen F
X a und Prothrombin in Gegenwart von Calcium und Platichenphospholipiden so intensiviert, daf die
Thrombinbildung etwa 1000-fach beschleunigt wird. Den Komplex aus den Faktoren X a, Phospholipiden,
Calcium und F V a bezeichnet man als Prothrombin-Aktivator oder Prothrombinase. Entsprechend der
Akzeleratorwirkung des F V fihrt eine Verminderung dieses Gerinnungsfaktors zu einer Verlangsamung der
Thrombinbildung und damit der Gerinnung und als biologischer Konsequenz zu einem erhdhten Blutungsri-
siko.

Alle Gerinnungsfaktoren, unabhdngig von ihrem enzymatischen Charakter, sind vergleichsweise sehr
labil und denaturierungsempfindlich, jedenfalls in der Form, wie sie Ublicherweise aus antikoaguliertem
Plasma gewonnen werden. Im besonderen MaBe gilt das flr den F VIIl und den F V, die beiden
Akzeleratorproteine.

Von der Instabilitdt des Faktors V macht man bei der Herstellung von F V-Mangelplasma Gebrauch:
Human-Citratplasma, das in einem Wasserbad bei 37 ° C inkubiert wird, verliert innerhalo von 24 Stunden
seine F V-Aktivitdt, wihrend alle anderen Faktoren stabil bleiben.

Angeborene und erworbene F V-Mangelzustdnde sind relativ selten. Trotzdem gibt es eine Reihe von
Indikationen, wo ein F V-Konzentrat indiziert erscheint. Bedingt durch die Labilitdt und Denaturierbarkeit ist
bis heute jedoch ein solches Konzentrat nicht verfligbar. Das ist ganz im Gegensatz zu den anderen
Gerinnungsfaktoren, die alle in Form von Konzentraten flir die Therapie zur Verfligung stehen. Das
verdeutlicht die besondere Instabilitat dieses Gerinnungsfaktors, die ihren Niederschlag in der Bezeichnung
"labiler Faktor" flr Faktor V gefunden hat.

Aus diesen Grlinden bestand ein Bedirfnis nach einem Verfahren zur Gewinnung von F V aus Vollblut,
das die Stabilitit dieses Faktors wdhrend der Abnahme, Lagerung und Aufarbeitung des Blutes in
Gegenwart von Antikoagulantien gewdhrleistet. Eine solche Stabilisierung von F V wiirde die Herstellung
eines stabilen F V-Plasmas fiir gerinnungsanalytische Untersuchungen sowie von F V-haltigem Plasma flr
die Substitution oder als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung eines F V-Konzentrates erm&glichen.

Aufgabe der Erfindung ist die Herstellung von Faktor V-Konzentrat.

Obwoh! der F V leicht denaturierbar ist, ist er bereits aus Plasma in aktiver Form isoliert worden. Das
war moglich, indem man frischem Citratplasma, aus dem die Prothrombinfaktoren entfernt worden waren,
synthetische Protease-Inhibitoren als Schutz gegen einen enzymatischen Abbau des F V zusetzte. Fir die
Herstellung von einem Standardplasma und auch fiir die Reindarstellung von F V kommen solche Zusitze
nicht in Betracht, da sie toxisch sind und die Wechselwirkung des F V mit anderen Gerinnungsfaktoren
blockieren.

Es ist auch bereits bekannt, Faktor V durch Chromatographie an einem Anionenaustauscher aus Plasma
zu gewinnen, aus dem das Kryoprizipitat abgetrennt wurde. Nachteilig an diesem Verfahren ist die niedrige
Ausbeute.

Kane W. H. et al., THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, Band 256, Nr. 2, 1981, Seiten 1002 -
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1003 beschreibt ein Verfahren zur Isolierung von Faktor V aus einer ein Antikoagulans enthaltenden Fraktion
aus humanem Blutplasma unter Verwendung von Calciumchlorid. Gem3B diesem Verfahren wird der im
Citratplasma enthaltene Faktor V durch Adsorption auf Bariumcitrat in Gegenwart von 11 % Polyethylengly-
col teilweise gereinigt und dann durch DEAE-RSepharose- und RUltrogel AcA 34-Chromatographie isoliert.
Fiir die chromatographische Trennung des Faktors V werden Aquilibrier- bzw. Elutions- L&sungsmittel
verwendet, die 5 mmol/l Calciumchlorid enthalten, da dieses den Faktor V stabilisiert.

Weiss. H. J. THROMBOS. DIATHES, HAEMORRH, Band 14, Nr. 32, 1965, Seiten 32 - 51 weist darauf
hin, daB die Labilitit des Faktors V mit der Konzentration der Antikoagulantien steigt, daB Calcium das
Plasmakation zu sein scheint, welches den Faktor V gegen den Verlust der Aktivitdt in vitro schiitzt, und
daB in Abh3ngigkeit von der Art des verwendeten Antikoagulansplasma verschiedene divalente Kationen
den Faktor V stabilisieren k&nnen.

Blomback B., NATURE, Band 198, Nr. 4883 zeigt den stabilisierenden Effekt von Calcium (0,1 mM) auf
die Aktivitat von Faktor V in partiell gereinigten Plasmafraktionen aus Citratplasma.

Uberraschenderweise wurde gefunden, daB der Verlust an Faktor V-Aktivitit bei einer Gewinnung aus
Plasma eine Funktion der Citratkonzentration ist, wenn Citrat als Antikoagulans verwendet wird. Wdhrend F
V bei 20° C und 5 mmol/l Citrat relativ stabil ist, kommt es mit steigenden Citratkonzentrationen zu einer
Denaturierung. Eine Citratkonzentration von 5 mmol/l konnte nicht unterschritten werden, wenn eine
Gerinnung vermieden werden sollte.

Uberraschenderweise wurde weiterhin gefunden, daB ein Aktivititsverlust durch eine Zugabe zweiwerti-
ger Kationen, vorzugsweise Calciumionen verringert werden kann. Wéhrend die F V-Aktivitdt in Citratplas-
ma, das Ublicherweise Tri-Na-Citrat in einer Konzentration von 11 mmol/l enthilt, bei 37°C nach 21
Stunden auf Werte nache 0 % der Norm abfillt, bleiben 35 % der Akfivitdt erhalten, wenn eine solche
L&sung 2,5 mmol/l Calciumionen, und 70 % wenn sie 5 mmol/l Calciumionen enthilt.

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines Konzentrats von Gerinnungsfaktor F V
aus einem ein Antikoagulans enthaltenden humanen Blutplasma oder Blut, dadurch gekennzeichnet, daB
man einem solchen Plasma oder Blut ein Salz von Calcium, Magnesium oder Mangan in einer Menge
zusetzt, daB eine Konzentration an zweiwertigen Kationen dieser Metalle von mindestens 2 mmol/l aber
kleiner als die der Konzentration an Antikoagulans &quivalenten Konzentration erreicht wird und auf
bekannte Weise ein F V-Konzentrat gewinnt.

Vorzugsweise ist ein solches Metallsalz ein 18sliches Salz des Calciums, besonders Calciumchlorid
oder -azetat.

Die Konzentration an zweiwertigen Kationen ist mindestens 2 mmol/l. Die Wirkung muB nicht stetig mit
der Konzentration ansteigen, sondern kann ein Maximum durchlaufen. Die Konzentration darf selbstver-
sténdlich nicht so groB sein, daB die Mischung koaguliert.

Antikoagulantien sind vor allem Salze der Zitronensdure, Heparin, Phosphat- oder Citratdextrose oder
Mischungen von diesen.

Die zweiwertigen Kationen missen nicht unmittelbar nach Entnahme des Blutes zugesetzt werden. Es
wird auch dann noch ein vorteilhafter Effekt erzielt, wenn man diese bis zu 12 Stunden nach der
Blutentnahme zusetzt, speziell dann, wenn das Plasma so lange bei 3-5° C gelagert wurde. Ein Zusatz von
solchen Kationen zu gefrorenem und wieder aufgetautem Plasma oder auch zu dem Uberstand nach
Abtrennung von Kryoprazipitat stabilisiert ebenfalls deutlich den F V.

Fig. 1 zeigt die Abhingigkeit der F V-Aktivitdt von der Zeit und der Calciumkonzentration. Der pH-Wert
betrug wie im Citratplasma 7,5-7,8, die Temperatur 4° C.

Dazu wurde humanes Citrat-Gefrierplasma, das durch Einfrieren eines Gemischs aus 9 Volumteilen
Vollblut und einem Volumteil Natriumcitrat und mit einer Citratendkonzentration von 10 mmol/l gewonnen
wurde, aufgetaut und gegen einen physiologischen Puffer mit einer Citrat-Konzentration von 10 mmol/l und
einer Calciumkonzentration von 0,25, 0,5, 1 oder 2 mmol/l dialysiert.

In Fig. 1 entspricht a einer Konzentration von Calcium von 0, b von 0,25, ¢ von 0,5, d von 1 und e von 2
mmol/l. Wihrend bei einer Konzentration von 2 mmol/l Calcium in der citrathaltigen F V-L&sung Uber 16
Stunden die F V-Aktivitdt nahezu konstant blieb, fiel diese bei geringeren Calciumkonzentrationen zeitab-
h3ngig ab.

Aus dem Voranstehenden ist ersichtlich, daB eine Konzentration von Calciumionen von mindestens 2
mmol Ca2'/l in einem Milieu von 10 mmol/l Natriumcitrat ausreichend ist, den F V in einem frisch
gewonnnenen Citratplasma, einem Citrat-Gefrierplasma oder einem kryoarmen Citratplasma zu stabilisieren.

Fur die Gerinnungsanalytik wird routinemaBig vorwiegend Citratplasma verwendet, zu dessen Gewin-
nung unter Vorlage einer Tri-Na-Citratldsung Blut aus einer Armvene entnommen wird.

Ein derartiges, partiell rekalzifiziertes Citratplasma ist als Ausgangsmaterial flir die Gewinnung eines F
V-Konzentrates geeignet.
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Wenn frischem Human-Citratplasma (Tri-Na-Citrat-Endkonzentration: 11 mmol/l) 1 USP-E/ml Heparin
zugesetzt und diese L&sung bei 20° C gehalten wurde, fiel die F V-Aktivitdt wesentlich stirker ab als in der
Kontrolle ohne Heparinzusatz. Durch Zusatz von 5 mmol/l Calciumchlorid kann dieser Aktivititsabfall aber
auch unter diesen Bedingungen drastisch verringert werden.

Dies zeigt, daB man Citrat mehr oder weniger durch Heparin ersetzen und den F V durch Calcium
stabilisieren kann. Man kann also auch auf diese Weise einen antikoagulatorischen Effekt erzielen, ohne
dem F V das fiir seine Stabilisierung notwendige Calcium zu entziehen.

Mit Calcium ist aber nicht nur eine Stabilisierung von F V in Plasma md&glich, sondern auch in daraus
hergestellten Fraktionen. Dabei kOnnen als Antikoagulantien alle die Ublicherweise verwendeten benutzt
werden.

Als F V-haltige Fraktion, die als Ausgangsmaterial flir die Herstellung eines Konzentrats brauchbar ist,
kann der Plasmaiiberstand nach Abtrennung des Kryoprazipitats verwendet werden. Auch im kryoprdzipitat-
freien Plasma kann der F V durch Calcium stabilisiert werden. Das gilt auch flir die Arbeitsschritte, die zur
Gewinnung eines F V-Konzentrates eingesetzt werden kdnnen, beispielsweise Chromatographie von einem
kryoprézipitdt-freien Plasma an einem Anionenaustauscher.

F V-Bestimmung: Die F V-Bestimmung kann nach der Methode von Koller, Loeliger und Duckert
(Perlick, Gerinnungslaboratorium in Klinik und Praxis, Verlag: VEB Georg Thieme, Leipzig, 1960) durchge-
flihrt werden.

Dazu wird 0,1 ml F V-Mangelplasma mit 0,1 ml einer definierten Verdinnung von Normalplasma
vermischt. Diese Mischung wird 30 s bei 37° C inkubiert. Danach fligt man 0,2 ml eines calciumhaltigen
Thromboplastins bei und bestimmt die Zeit bis zum Auftreten eines Gerinnsels. Auf diese Weise wird eine
Bezugskurve erstellt.

Bei der quantitativen F V-Bestimmung eines zu untersuchenden Plasmas oder Konzentrates werden
Verdiinnungen davon in Barbitalpuffer anstelle von Normalplasma im oben beschriebenen Test eingesetzt
und die Gerinnungszeit bestimmt. Unter Bezugnahme auf eine mit einer Normalplasma-Verdlinnungsreihe
erhaltenen Eichkurve kann die F V-Konzentration ermittelt werden.

Eine Einheit F V entspricht der F V-Aktivitdt von 1 ml Normalplasma.

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung.

Beispiel 1
F V-Stabilisierung in Gefrierplasma

Frisches humanes Citratplasma wurde aus 1 Teil 110 mmol/l Tri-Na-Citrat und 9 Teilen Vollblut durch
Abtrennen der Blutzellen gewonnen. Das Plasma wurde bei -25° C eingefroren und nach 24 Stunden wieder
aufgetaut, partiel rekalzifiziert und bei 37° C inkubiert. Zu bestimmten Zeiten wurde wahrend der Inkubation

die F V-Aktivitdt gemessen:

Tabelle 1

F V-Aktivitdt in aufgetautem Plasma, das ohne Zusitze und mit 2,5 mmol oder 5
mmol/l Ca? inkubiert wurde.

Inkubationszeit F V-Restaktivitit in %
Gefrierplasma Gefrierplasma + | Gefrierplasma + 5
ohne Zuséitze 2,5mmol/l Ca? mmol/l Ca?
0 100 100 100
4 Std. 59 81 81
6 Std. 46 77 81
21 Std. 10 38 74

Beispiel 2
F V-Stabilisierung wihrend der Gewinnung einer Plasmafraktion aus Citratplasma
4,74 1 gefrorenes Human-Citratplasma wurden bei 2-4°C aufgetaut und der ungelost gebliebene

5
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Riickstand, das Kryoprizipitat, durch Zentrifugation abgetrennt. Zum Uberstand wurde zur Entfernung der
PPSB-Faktoren bei 15°C 237 ml einer 1 g/100 ml enthaltenden Al(OH):-Suspension gegeben, 15 min
gerlhrt, der Niederschlag durch Zentrifugation abgetrennt und die L&sung mit 1 USP-E/ml Heparin versetzt.

Die L&sung wurde in 2 Teile von jeweils 2350 ml geteilt. Teil 1 wurde mit soviel CaCl, versetzt, daB die
Konzentration 5 mmol/l betrug, und Teil 2 so belassen. Beide wurden unter identischen Bedingungen zu
einem F V-Konzentrat aufgearbeitet, mit dem Unterschied, daB fUr Teil 1 alle Ldésungsmittel, ndmlich
Aquilibrier-, Wasch- und Dialysemedien, 5 mmol/l CaCl, enthielten.

Zur Gewinnung des F V wurde zu jedem Teil 32 g feucht gepacktes DEAE-Sephadex!®A 50, das mit
einer L&sung, die 60 mmol/l NaCl, 20 mmol/l Tri-Na-Citrat und flir Teil 1 zusdtzlich 5 mmol/ll CaCl» enthielt,
bei pH 7,5 dquilibriert worden war, zugesetzt und 1 Std. bei 15° C geriihrt.

Das Anionenaustauscher-Harz wurde vom Uberstand getrennt, in eine Siule Uberfiihrt und mit 1,5 |
physiologischer NaCl-L&sung von Plasmaresten freigewaschen.

Die Elution erfolgte mit einer L&sung, die 1 mol/l NaCl, 1 USP-E/ml Heparin, 0,2 E/ml AT lll und fir Teil
2 weiterhin 5 mmol/l CaCl, enthielt. Das Eluat wurde in 3 Fraktionen zu 30 mi, 70 ml und 180 mi
gesammelt. Zu den Fraktionen 2 und 3 wurde soviel Ammoniumsulfat gegeben, daB 60 % der Sattigung
erreicht wurden, der Niederschlag in 5 ml physiologischer Kochsalzlésung gelst, dialysiert und lyophili-
siert.

Wiahrend in der Aufarbeitung mit Zusatz von Calciumchlorid die gesamte nach der Aluminiumhydroxid-
Adsorption vorhandene F V-Aktivitdt im Lyophilisat wiedergefunden wurde, waren es ohne Calcium nur 20
% davon.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines Konzentrats von Gerinnungsfaktor F V aus einem ein Antikoagulans
enthaltenden humanen Blutplasma oder Blut, dadurch gekennzeichnet, daB man einem solchen Plasma
oder Blut ein Salz von Calcium, Magnesium oder Mangan in einer Menge zusetzt, daB8 eine Konzentra-
tion an zweiwertigen Kationen dieser Metalle von mindestens 2 mmol/l aber kleiner als die der
Konzentration an Antikoagulans dquivalenten Konzentration erreicht wird, und auf bekannte Weise ein F
V-Konzentrat gewinnt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein 18sliches Salz des Calciums, besonders
Calciumchlorid oder -azetat zugesetzt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikoagulans Citrat, Heparin, Phosphat-
dextrose oder Citratdextrose oder eine Mischung solcher Antikoagulantien ist.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikoagulans Heparin ist.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Antikoagulans ein Gemisch aus einem
Salz der Zitronensdure und Heparin ist.

Claims

1. A process for the preparation of a concentrate of coagulation factor F V from an anticoagulant-
containing human blood plasma or blood, which comprises addition to such a plasma or blood of a salt
of calcium, magnesium or manganese in an amount such that the concentration achieved of doubly
charged cations of these metals is at least two mmol/l but less than the concentration equivalent to the

concentration of anticoagulant, and an F V concentrate being obtained in known manner.

2. The process as claimed in claim 1, wherein a soluble salt of calcium, in particular calcium chloride or
acetate, is added.

3. The process as claimed in claim 1, wherein the anticoagulant is citrate, heparin, phosphate-dextrose or
citrate-dextrose or a mixture of such anticoagulants.

4. The process as claimed in claim 1, wherein the anticoagulant is heparin.

5. The process as claimed in claim 1, wherein the anticoagulant is a mixture of a salt of citric acid and
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heparin.

Revendications

Procédé pour la préparation d'un concentré de facteur de coagulation F V & partir d'un sang ou plasma
sanguin humain contenant un anticoagulant, caractérisé en ce que I'on ajoute & un tel sang ou plasma
un sel de calcium, magnésium ou manganése en une quantité telle qu'est atteinte une conceniration de
cations bivalents de ces métaux d'au moins 2 mmoles/l mais inférieure A la concentration équivalente a
la concentration d'anticoagulant, et on obtient de fagon connue un concentré de F V.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'on ajoute un sel soluble du calcium, en
particulier le chlorure ou l'acétate de calcium.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'anticoagulant est le citrate, I'héparine, le D-
glucose phosphaté ou le D-glucose citraté ou un mélange de ces anticoagulants.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'anticoagulant est I'néparine.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'anticoagulant est un mélange d'un sel de
I'acide citrique et d'héparine.
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